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С развитием технологий высокопроизво-
дительного секвенирования геномов и транс-
криптомов, появилась актуальная проблема 
оптимизации обработки и анализа получен-
ной информации. Известен ряд рекомендаций 
«лучшей практики» для обработки данных 
транскриптомов [1–4]. В реальных условиях 
практики необходимо адаптировать извест-
ные алгоритмы обработки данных, комбини-
ровать и отбирать эффективные компонен-
ты и параметры исполнения программных 
модулей с целью получения информации 
максимально возможного качества и опти-
мального объема. На рис. 1–6 схематически 
представлены разработанные алгоритмы об-
работки транскриптомных данных, успешно 
апорбированные на транскриптомах, полу-
ченных в лаборатории геномных исследова-
ний и биоинформатики Института леса НАН 
Беларуси (Гомель, Беларусь) [5–9], с после-
дующим пояснением основных шагов раз-
работанных алгоритмов для обработки био-
информатических данных транскриптомов. 
Более подробная информация о каждом эле-
менте предлагаемого алгоритма представ-
лена в соответствующей документации про-
граммного обеспечения (https://github.com/). 
Разработка эффективных алгоритмов анализа 
данных транскриптомов представляется меж-
дисциплинарной задачей, требующей знаний 
объектно- ориентировнного программирова-
ния, биоинформатики, биологической и тех-
нической терминологии.
Транскриптомный анализ
Транскриптом –  совокупность всех РНК-
транскриптов одной клетки или группы кле-
ток. Тип и количество транскрибированных 
генов зависит от вида клеток и от изменений 
окружающей среды, влияющих на регуляцию 
транскрипции. Нарушение транскрипции ча-
сто приводит к патологическим процессам или 
заболеваниям [10].
За последние 20 лет накопился значитель-
ный опыт получения и анализа транскриптом-
ных данных для бактерий, грибов растений 
и животных. Транскриптомные технологии 
особенно востребованы для эффективного вы-
полнения новых задач в экологии, биотехно-
логии и молекулярной биологии, ветеренарии, 
судебной генетике и медицине.
Ряд зарубежных публикаций содержит 
подробные практические рекомендации по 
сборке и анализу транскриптомов для различ-
ных научных целей [11, 12]. В русскоязычных 
источниках также приводится методология об-
работки транскриптомных данных [13–15].
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Операция по обработке данных транскрип-
томов, как правило, состоит из нескольких по-
следовательных шагов, которые составляют 
общий алгоритм.
Контроль качества данных
Контроль качества (с англ. quality control, 
QC) исходных данных секвенирования осно-
вывается на подсчете числа прочтений и баль-
ной оценке качества каждого прочтения в от-
дельности (показатель качества Phred) [16]. 
FastQC [17] и NGSQC [18] –  наиболее распро-
страненные программные инструменты для 
оценки качества первичных данных секвени-
рования. Также для оценки качества исходных 
данных транскриптомов применяют метрики 
результатов оценки картирования/выравнива-
ния и аннотации на референсный транскрип-
том. В таком случае выполняется анализ вари-
антов с последующей даунстрим аннотацией, 
а для сборки транскриптома отбираются про-
чтения более высокого качества, которые рас-
познаются в референсном транскриптоме или 
геноме. На этом этапе обработки данных вы-
полняют вычисление оптимального размера 
k-меров для эффективной de novo сборки [19].
Картирование/выравнивание  
прочтений и de novo сборка
Прочтения транскриптома могут быть про-
картированы/выравнены (с англ. alignment – 
выравнивание) на референсный геном или 
известный по структуре, проаннотированный 
транскриптом. Процедура картирования на ре-
ференс выполняется, если целью эксперимен-
та является идентификация генных изоформ. 
Для данного типа анализа используют как 
программные комплексы свободного доступа 
(Bowtie [20] и Bowtie2 [21], STAR [22], TopHat2 
[23]), так и коммерческого: OmicsBox (стои-
мость лицензии на месяц стоит около ≈ 100 $), 
NextGene, Converge, CLC Genomics, JMP 
Genomics (стоимость лицензии ≈ 16 000 €). 
Когда отсутствует референсный транскрип-
том, в качестве эталона можно использовать 
родственный вид (как например Arabidopsis 
thaliana для растений, отмечен символом «*» 
на рис. 2) или выполнить de novo сборку. Для 
этой цели в биоинформатике применяют про-
граммное обеспечение rnaSPADes [24], Trinity 
[25–28], Oases [29,30], SOAPdenovo- trans, 
Abyss [31–33], NextGene Floton и другие. Бо-
лее длинные прочтения или прочтения с пар-
ными концами (как при секвенировании обеих 
цепей ДНК) способствуют получению лучших 
результатов de  novo сборки. Рекомендовано 
также комбинировать множество транскрип-
томов для получения единой комбинирован-
ной сборки с целью формирования множества 
эталонных контигов. Эти контиги затем можно 
использовать для картирования, подсчета экс-
прессии и сравнения между группами образ-
цов транскриптомов.
Аннотация собранного транскриптома
Аннотация транскриптома –  наиболее важ-
ный этап в алгоритме анализа полученных дан-
ных, так как его результат  ̶информация, имею-
щая научное значение в области биологии. Про-
граммное обеспечение TransDecoder идентифи-
цирует локусы, кодирующие белки- кандидаты, 
на основе их нуклеотидного состава, длины 
открытой рамки считывания и наличия функ-
циональных доменов в соответствии с ба-
зой данных семейств белковых доменов Pfam 
(https://pfam.xfam.org/). Данный ресурс [34] 
анализирует транскрипты, полученные с помо-
щью de novo сборки транскриптома с использо-
ванием ряда компьютерных программ (Trinity, 
rnaSPADes, MIRA, Oases, Abyss, SOAPdenovo, 
NextGene и пр.) или сконструированные на ос-
нове выравнивания исследуемого транскрип-
тома с референсом с использованием инстру-
ментов Tophat, Cufflinks и других аналогичных 
программ. Веб сервис FastAnnotator позволяет 
установить потенциальные функции исследу-
емых транскриптов на основе GO-аннотации 
(с англ. gene ontology –  генная онтология, GO), 
идентифицируя в базах данных соответствен-
ные функциональные домены, кодируемых 
ими белковых. Аннотация в FastAnnotator со-
стоит из четырех основных частей: поиск луч-
ших совпадений в базе данных NCBInr, назна-
чение идентификационных номеров согласно 
GO-классификации, EC (классификации фер-
ментов; с англ. enzyme commission –  комиссия 
по ферментам, EC) и присвоение номеров со-
гласно доменного поиска. Онлайн сервис сво-
бодного доступа TRAPID (http: //bioinformatics.
psb.ugent.be/webtools/trapid/) выполняет функ-
циональный, сравнительный и филогенети-
ческий анализ транскриптомных данных на 
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основе использования 175 эталонных протео-
мов. GO-аннотация выполненяемая веб серви-
сом ShinyGO (http://ge-lab.org/go/) [35] характе-
ризуется следующими функциями: (1) большой 
базой данных GO-аннотаций более чем для 200 
видов растений и животных; (2) возможностью 
графической визуализации результатов обога-
щения и характеристик генов; (3) наличием ин-
терфейса API (с англ. application programming 
interface, API –  интерфейс прикладного про-
граммирования) для доступа к веб-ресурсам 
баз данных KEGG и STRING с целью поис-
ка метаболических сетей и белок- белковых 
взаимодействий.
Количественный анализ экспрессии генов
Программные пакеты HTSeq и fea-
turesCount вычисляют уровень экспрессии ге-
нов путем агрегации числа проаннотирован-
ных прочтений для каждого транскрипта. Ре-
зультат сохраняется в файле формата GTF. При 
этом в программах заложены различные вари-
анты определения пересечения фрагмента про-
чтения с той или иной последовательностью 
контига или скэффолда, несущих информацию 
о гене. Помимо способа агрегации исходного 
количества прочтений генов, широко применя-
ются различные методы на основе нормализа-
ции данных транскриптомных образцов. В та-
ком случае учитывают размеры библиотек про-
чтений и их длины. Метрики таких методов – 
количество прочтений на 1 тыс. н. о. на миллион 
картированных прочтений, RPKM (с англ. reads 
per kilobase per million mapped reads); число 
фрагментов на тысячу н. о. на миллион карти-
рованных прочтений и число транскриптов на 
миллион картированных прочтений, FRKM 
и TPM (с англ., fragments или transcripts per 
million reads). Перечисленные вычислительные 
методы реализованы в алгоритмах бесплатно-
го доступа программ обеспечения CuffLinks, 
RSEM, eXpress, Kallisto (табл. 1).
Как правило, метрика FRKM используется 
для прочтений с парными концами, а RPKM 
для одноконцевых прочтений. TPM в отли-
чие от RPKM не учитывает длину генов после 
нормализации показателя глубины секвени-
рования, что делает сумму показателей всех 
TPM во всех образцах одинаковыми и помо-
гает в сравнении профиля экспрессии между 
различными транскриптомами. Избыточность 
прочтений транскриптома вычисляется как 
среднее от нормализованных данных.
Объединение данных, оценка полученных 
результатов и формирование выводов
На последнем этапе, полученные данные 
можно объединить и структурировать для 
кластеризации, применить методы машин-
ного обучения и построения онтологических 
сетей с формированием заключений о биоло-
гическом значении полученных результатов 
исследования.
Заключение
Разработанные алгоритмы и методологи-
ческие основы обработки данных транскрип-
томов растений успешно апробированы на об-
разцах данных сосны обыкновенной, листвен-
ницы и березы [5–9].
Исследования, направленные на интенсифи-
кацию биоинфортматических методов метри-
ки уровня экспрессии генов транскриптомов, 
высоко актуальны и нуждается в дальнейшем 
изучении в эксперименте in silico. Согласно ли-
тературным данным, уровень экспрессии генов 
лучше оценивать по отдельным компонентам, 
т. е. известные проаннотированные гены или их 
организованные кластеры, как например, с при-
менением веб сервиса Genix [38]. Что позволяет 
отобрать гены с одинаковой аннотацей и про-
следить их метрики в отчетных таблицах про-
грамм с вычислением уровня экспресии генов 
транскриптома с последующим выполнением 
статистических расчетов по вычислению значи-
мой разницы между группами образцов.
Наиболее эффективными программа-
ми для количественной оценки полученных 
данных и качественной аннотации являются 
Т а б л и ц а  1.  Технические характеристики 
программного обеспечения, предназначенного для 
вычисления экспрессии генов транскриптома [36]





Cufflinks 3,5 117 МП да
RSEM 5,6 154 МП да
eXpress 0,55 30 МП нет
TIGAR2 28,3 1045 ВБ да
Kallisto 3,8 7 МП да
Salmon 6,6 6 ВБ/МП да
Salmon_aln 3 7 ВБ/МП да
Sailfish 6,3 5 ВБ/МП да
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веб-сервисы FastAnnotator [39], EggNog [40], 
TRAPID [41], InterProScan [42–47] с генераци-
ей HTML отчета.
Дальнейшими перспективами исследова-
ний методологии и алгоритмики обработки 
данных транскриптомов растений являются: 
освоение и применение новых программных 
инструментов для de novo сборки и посто-
бработки [48], in  silico выделение и изучение 
некодирующей РНК [49–68], улучшение и оп-
тимизация автоматизации и организации обра-
ботки данных транскриптомов.
Рис. 1. Разработанный на основе анализа литературных данных и предыдущих исследованиях [5–9] общий алго-
ритм обработки данных транскриптомов растений. Представляет основные шаги обработки данных и необходи-
мые программные инструменты.
Рис. 2. Разработанный частный практический алгоритм 
обработки данных транскриптомов растений.  
Программные компоненты этапов, которые можно 
использовать для реализации данного алгоритма: 
(1) FastQC, Trimmomatic; (2) Kmergenie, NextGene, 
эмпирически или автоматически; (3) rnaSPADes, MIRA, 
Nextgene Floton, DeBrujin; (4) Quast; (5) TransDecoder, 
CD-HIT-EST, NextGene; (6) Genix, Augustus, tRNAScan, 
Glimmer, BLAST; (7) FastAnnotator, TRAPID; InterPro-
Scan, EggNOG-mapper (8) TRAPID, ShinyGO, Sailfish, 
Cufflinks, Kallisto
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Рис. 5. Концептуальный алгоритм обработки данных, предназначенный  
для извлечения и анализа информации экспрессии генов исследуемого транскриптома
Рис. 3. Схема разработанного алгоритма сборки и по-
стобработки траснкриптомных данных. Алгоритм 
был разработан с целью сохранения информации об 
исходных данных и для конечного результата лучшей 
аннотации. На примере метатранскриптома показал 
эффективность, отображенную в метриках качества 
сборок и полноты аннотации
Рис. 4. Концептуальный алгоритм для улучшения ка-
чества собранных de novo транскриптомов. Алгоритм 
актуален и для геномов различного происхождения
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Рис. 6. Алгоритм обработки данных транскриптомов 
растений, позволяющий, в отличие от аналогов, мак-
симизировать эффективность аннотации и улучшить 
объем и качество биологически интерпретируемой 
информации
Рис. 7.  Метаболическая сеть на основе генной онтоло-
гии, с использованием инструментов ShinyGo,  
для образца патосистемы сосна- фитоплазма (на основе 
анализа данных полученных в [37])
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Analysis of bioinformatics data is an actual problem in modern computational biology and applied mathematics. With the 
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